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[序論] 近年，大腸菌発現系より目的タンパク質を安価で大量に得ることができるようにな
った。しかし，真核生物由来のタンパク質を，原核生物である大腸菌を用いて発現させる
場合，発現・産出環境の違いによりその多くは，封入体と呼ばれる不溶性の凝集体として
得られてしまう。したがって，タンパク質本来の活性を有する天然構造のタンパク質を得
るためには，封入体を尿素やグアニジンなどの変性剤により一旦可溶化した後，天然構造
への巻き戻し操作 (リフォールディング)を行う必要がある。ここで，分子内にジスルフィ
ド結合を有するタンパク質のリフォールディングでは，高次構造形成に加え，天然構造様
式のジスルフィド結合の形成が必要である。一般にリフォールディングにおけるジスルフ
ィド結合形成促進のために，酸化還元試薬として生体内でも同じ役割を持つグルタチオン
が広く用いられている。このような操作によって得られた天然構造を持つタンパク質を用
いて，構造学的，生物学的研究など様々なタンパク質研究が行われている。 
天然構造のタンパク質を得るために必要なリフォールディングだが，この反応は単一な
反応ではなく，タンパク質の誤った構造形成やタンパク質凝集といった，不活性なタンパ
ク質を誘起する多反応との競争反応である。特に，高濃度タンパク質条件下でタンパク質
のリフォールディングを行った場合，副反応であるタンパク質凝集がリフォールディング
収率低下の主な原因となる。また，分子内にジスルフィド結合を有するタンパク質のリフ
ォールディングにおいて広く用いられているグルタチオンは，ジスルフィド結合形成は促
進するが，副反応であるタンパク質凝集は抑制できない。 
近年，タンパク質の凝集研究が広く行われており，凝集抑制能を示す物質や官能基が明
らかになりつつある。たとえば，アミノ酸のカルボキシル基をエステル化，及びアミド化
したアミノ酸誘導体は，タンパク質の凝集を高度に抑制することが報告されている。そこ
で本研究では，リフォールディングに広く用いられているグルタチオンに凝集抑制能を付
加するために，グルタチオンのカルボキシル基をアルキルエステル化したグルタチオンア
ルキルエステル，及びアミド化したグルタチオンアミドを設計，合成し，これらを用いて
タンパク質のリフォールディング時における効果の検討を行った。 
 
[実験] グルタチオンを出発物質として，グルタチオンアルキルエステル (グルタチオンメ
チルエステル，グルタチオンエチルエステル，グルタチオンプロピルエステル)，グルタチ
オンアミドを合成した。モデルタンパク質として卵白リゾチームを用いて，これらグルタ
チオン誘導体のタンパク質リフォールディングにおける効果の検討を行った。まず，1 mL
の変性溶液 (8 M urea, 40 mM dithiothreitol, 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 8.0))中でリゾチームを
反応させることにより，リゾチームの還元変性を行った。続いて，1 mg mL-1 還元変性リ
ゾチームをリフォールディング溶液 (5 mM redox reagent, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0))中
で反応させることにより，リゾチームのリフォールディングを行った。得られたリフォー
ルディング反応溶液について，溶液中のリゾチームの残存濃度と残存酵素活性を測定する
ことにより，リフォールディング収率を算出した。また，リゾチームのリフォールディン
グ時のフォールディング速度定数 (kN)及び凝集速度定数 (kA)を，リフォールディング収率
の経時変化から算出した。さらに，ウシ膵臓トリプシンインヒビターのジスルフィド結合
形成反応を逆相 HPLC により解析した。また，円二色性スペクトル測定により，リゾチー
ムの二次構造形成の追跡を行った。 
 
[結果と考察] グルタチオンアルキルエステルの最適アルキル鎖長の検討を行った結果，ア
ルキル鎖長が 2 炭素以下のときリフォールディングにおいて有効であることが分かった 
(図)。また，グルタチオンアミドにおいても収率向上が確認された (図)。この効果を検討
するために，速度定数の算出を行った結果，本試薬は当初の目的通り，リフォールディン
グ時の凝集を抑制することにより収率を向上していることが示唆された。また，他の様々
な解析により，グルタチオンのエチルエステル体，アミド体は，ジスルフィド結合形成・
交換速度や二次構造形成速
度に多少影響を与えるもの
の，タンパク質の最終構造
には影響を与えない，とい
うことを示唆する結果が得
られた。これらのことから，
本研究で開発したグルタチ
オン誘導体は，効率的に目
的のタンパク質を得るため
に最適なリフォールディン
グ試薬であることが示唆さ
れた。 
図 リフォールディング収率       
 
 
